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摘　要　通过ＲＴＰＣＲ、同源克隆和ＲＡＣＥ等方法由甘蓝总ＲＮＡ扩增得到了甘蓝脯氨酸脱氢酶基因ｃＤＮＡ全长

（１７１９ｂｐ），其中包含了一个１４９７ｂｐ的完整开放阅读框，编码４９８个氨基酸，与已发表的十字花科植物犘狉狅犇犎 基

因均具有８５％以上的同源性。在此基础上设计并克隆干扰片段，利用酶切连接的方法将该基因干扰片段正反向插

入到载体ｐＦＧＣ１００８的ＧＵＳ内含子两侧，经限制性内切酶酶切和测序鉴定，证明植物表达载体ｐＦＧＣｇＰＤＨ已构

建成功，为进一步研究该基因的功能创造了条件。
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Ｌ．）简称甘蓝，为十字花科芸薹属二年生草本植物，

在世界各地普遍种植，是欧美各国，也是我国的主要

蔬菜作物之一。甘蓝叶片大，蒸腾量较大，在整个生

长过程中需水量较多。因甘蓝根系分布浅，在空气

干燥，土壤水分不足时，植株生长缓慢、包心延迟，此

时遇高温易引起基部老叶干枯脱落，茎秃露、叶球小

而疏松，严重时不能结球［１］。

脯氨酸是一种重要的渗透胁迫物质，是水溶性

最大的氨基酸。不良环境下植物细胞积累脯氨酸有

助于减轻逆境对植物的伤害。在植物细胞生理干旱

时，积累高水平的脯氨酸有助于保持细胞或组织的
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持水能力，可以有效缓解干旱胁迫对植物组织的损

伤。另外脯氨酸还可以起到稳定蛋白质、膜和亚细

胞结构和清除活性氧的作用，脯氨酸积累可以缓冲

胞质内ｐＨ，平衡细胞氧化还原水平
［２］。

基于目前对脯氨酸代谢过程的理解，Ｐ５ＣＳ（Δ
１

二氢吡咯５羧酸合酶）和ＰｒｏＤＨ （脯氨酸脱氢酶）

分别是植物中脯氨酸合成和降解的关键酶，脯氨酸

脱氢酶（ＰｒｏＤＨ）催化脯氨酸生成Δ
１二氢吡咯５

羧酸（Ｐ５Ｃ）的反应是脯氨酸降解过程的限速步

骤［２］。植物的脯氨酸代谢受到非生物胁迫和细胞内

脯氨酸浓度的协同调控，在正常情况下，脯氨酸作为

一种反馈调节物质抑制了犘５犆犛的基因表达而诱导

了犘狉狅犇犎 基因表达。在拟南芥等植物上的研究表

明，外源脯氨酸和复水都可以诱导脯氨酸脱氢酶的

表达［３４］。

植物中的脯氨酸脱氢酶基因首先在拟南芥中分

离得到［３］。在紫花苜蓿中分离出２个同源性很高、

基因结构相似的犘狉狅犇犎 基因，表明其可能存在一

个基因家族［５］。其他绿色植物，如烟草、玉米、水稻

和甘蓝型油菜等的犘狉狅犇犎 基因也陆续被分离。

近年来，利用植物基因工程手段，犘狉狅犇犎 基因

在植物抗逆等生理过程中的作用得到了进一步阐

明。脯氨酸脱氢酶基因反义转化的拟南芥植株对冷

害和盐害具有一定的抗性［６］。在烟草的悬浮培养细

胞系中利用ＲＮＡｉ技术使烟草犘狉狅犇犎 基因表达沉

默后，烟草细胞中脯氨酸积累量提高了１．２～３．０

倍，而 犘狉狅犇犎 基因活性仅为野生型的４．９％～

３２．２％，其悬浮愈伤组织的生长和对渗透胁迫耐性

都得到了促进和提高［７］。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是通过

外源或内源性的双链ＲＮＡ在细胞内诱导同源序列

的基因表达受到抑制的现象，其表现的性状类似于

基因功能缺失产生的表型［８］。本研究旨在构建甘蓝

犘狉狅犇犎 基因ＲＮＡｉ高效表达载体，为利用ＲＮＡｉ技

术开展犘狉狅犇犎 基因的表达抑制及效应的研究打下

基础，并通过沉默该基因表达以提高甘蓝耐干旱胁

迫能力。

１　材料与方法

１．１　植物材料

植物材料甘蓝为‘中２３５’，由中国农业科学院

蔬菜花卉研究所提供。

１．２　质粒和菌株

干扰载体ｐＦＧＣ１００８由本实验室保存，该载体

由ＣａＭＶ３５Ｓ组成型启动子驱动，ＴＤＮＡ区段内含

有潮霉素筛选标记基因 犎犢犌和犌犝犛 基因部分序

列作为干扰序列的内含子。大肠杆菌感受态菌株为

ＤＨ５α，购自天根生化科技有限公司。ｐＭＤ１８Ｔ克

隆载体，ｐＳＩＭＰＬＥ１８ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰ 克隆载体购自

ＴａＫａＲａ公司。

１．３　酶和其他试剂

ＥＡＳＹｓｐｉｎＲＮＡ提取试剂盒购自北京博迈德

科技发展有限公司。各种限制性内切酶购于 ＮＥＢ

公司，质粒提取试剂盒、ＤＮＡ产物纯化试剂盒、琼脂

糖凝胶回收试剂盒购于天根生化科技有限公司，反

转录试剂、普通犜犪狇酶，高保真聚合酶犘犳狌、Ｐｒｉｍｅ

ＳＴＡＲＨＳＤＮＡ聚合酶，Ｔ４连接酶购于 ＴａＫａＲａ

公司。其他化学试剂均为国产分析纯。引物合成由

上海生物工程有限公司完成，测序由北京六合华大

基因科技股份有限公司完成。

１．４　甘蓝叶片总犚犖犃的提取

以０．５ｍｏｌ／Ｌ的Ｌ脯氨酸溶液处理苗龄１个

月的甘蓝植株，１０ｈ后取１００ｍｇ叶片组织，使用

ＥＡＳＹｓｐｉｎＲＮＡ 提取 试剂 盒提取 新鲜 叶 片 总

ＲＮＡ。ＲＮＡ电泳采用１％的琼脂糖凝胶电泳。

１．５　甘蓝犘狉狅犇犎基因的克隆

参 照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 拟 南 芥 犃狋犈犚犇５ 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＫ２２１６０１．１）、芜 菁 犛６５犈犚犇 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ１８６３３５．１）、甘蓝型油菜犅狀犘狉狅犇犎

基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ３７５５６７．１）的序列信息，设计基

因全长扩增所需引物（表１）。以提取的总ＲＮＡ为

模板，使用 ＭＭＬＶ反转录酶，用引物３ＲＶＮ反转

录得到ｃＤＮＡ第一链。犜犪狇酶使用 ＴａＫａＲａ公司

的高保真聚合酶犘犳狌。中部的基因特异性片段的

扩增 使 用 引 物 Ｐ６２４２ 和 Ｐ６２４３，犜犪狇 酶 使 用

ＴａＫａＲａ公司的高保真聚合酶犘犳狌；ＰＣＲ反应条件

为：９４℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６２～６７℃

温度梯度退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共４０个循环；

最后一轮延伸７２℃４ｍｉｎ；４℃保温。３′ＲＡＣＥ进行

了２轮巢式ＰＣＲ扩增，第二轮模板为上一轮的产物

稀释１００倍，引物分别为３Ｒ
［９］和３Ｒ２，３Ｒ和３Ｒ３，

犜犪狇酶使用ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ

８８
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表１　甘蓝犘狉狅犇犎基因克隆所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅ犘狉狅犇犎ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称　 　　　　引物序列

Ｐ６２４２ ５′ＣＣＡＴＡＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＴ３′

Ｐ６２４３ ５′ＴＣＴＡＣＴＴＡＣＴＴＴＣＣ３′

３ＲＶＮ
５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡＴＴＴ

ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＶＮ３′

３Ｒ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡ３′

３Ｒ２ ５′ＧＴＧＧＴＣＧＴＧＡＡＧＡＴＡＡＣＴＧＣＧ３′

３Ｒ３ ５′ＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＴＧＡＴＧＡＴ３′

５ＤＤ ５′ＡＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＣＣＴＣＣＴ３′

５ＤＵＡＮ ５′ＡＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＣＣＴＣＣＴＣ３′

５ＡＮＴＩ１ ５′ＣＧＴＧＧＡＣＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧＴＧＣＣ３′

５ＡＮＴＩ２ ５′ＴＴＣＣＣＡＣＣＧＡＡＧＣＡＡＡＴＣＡＣＴ３′

聚合酶，ＰＣＲ产物回收纯化，先使用 ＴａＫａＲａ公司

的ＤＮＡＫｉｎａｔｉｏｎｋｉｔ进行磷酸化，再与ｐＳＩＭＰＬＥ

１８ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰ克 隆 载 体 连 接，转 化 大 肠 杆 菌

ＤＨ５α，挑取阳性克隆测序。５′端序列的克隆使用同

源克隆的方法，共设计使用了２组基因特异性引物

５ＤＤ和５ＡＮＴＩ１，５ＤＵＡＮ和５ＡＮＴＩ２，同样采用巢

氏ＰＣＲ进行扩增。ＰＣＲ产物回收纯化，与ｐＭＤ１８

Ｔ克隆载体连接，转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取阳性克

隆测序。

分别 获 得 ３ 段 目 的 基 因 片 段 后，使 用

ＤＮＡＭＡＮ软件将扩增得到的３段目的基因片段进

行拼接，得到甘蓝犘狉狅犇犎 基因ｃＤＮＡ全长，再进行

同源性比对与分析。

１．６　甘蓝犘狉狅犇犎基因犚犖犃犻植物表达载体的构建

根据已得到的甘蓝犘狉狅犇犎 基因全长序列，选

择了长为４７６ｂｐ区段作为ＲＮＡ干扰最佳靶位区段

设计一对特异性引物，为了便于定向连接到中间载

体ｐＦＧＣ１００８，在反向干扰片段引物ＧＬＧＲＡ引入

酶切位点犃狊犮Ⅰ和犛狑犪Ⅰ，在正向干扰片段引物

ＧＬＧＲＳ引入酶切位点犛狆犲Ⅰ和犘犪犮Ⅰ。ＧＬＧＲＡ１：５′

ＡＧＧＣＧＣＧＣＣＴＧＴＧＧＡＣＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧＴＧＣＣ

３′；ＧＬＧＲＡ２：５′ＡＴＴＴＡＡＡＴ ＡＧＴＧＡＴＴＴＧＣ

ＴＴＣＧＧＴＧＧＧ３′ 和 ＧＬＧＲＳ１：５′ＧＡＣＴＡＧＴＣ

ＧＴＧＧＡＣＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧＴＧＣＣ３′；ＧＬＧＲＳ２：５′

ＣＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＧＡＧＴＧＡＴＴＴＧＣＴＴＣＧＧＴＧＧ

Ｇ３′（划线部分为酶切位点）。以ｃＤＮＡ为模板，用

以上２对引物分别扩增，纯化回收特异片段 ＧＲＡ

和ＧＲＳ，与Ｔ载体连接，转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取

阳性单克隆进行测序，正确克隆命名为ｐＧＲＡ和

ｐＧＲＳ，提取质粒。载体构建流程（图１）用犃狊犮Ⅰ和

犛狑犪Ⅰ分别酶切ｐＧＲＡ，得到大小为５００ｂｐ左右的

目的片段割胶纯化回收，并将经过同样内切酶分别

酶切的载体ｐＦＧＣ１００８通过乙二醇沉淀法进行纯

化回收，将二者用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，转化大肠

杆菌感受态，挑取阳性单克隆，进行ＰＣＲ检测，测序

鉴定，阳性克隆命名为ｐＦＧＣＧＲＡ，提取质粒；再

用犛狆犲Ⅰ和犘犪犮Ⅰ分别酶切ｐＧＲＳ和ｐＦＧＣＧＲＡ，

图１　犚犖犃犻植物表达载体狆犉犌犆犵犘犇犎构建示意图

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａＲＮＡｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

ｏｆｐＦＧＣｇＰＤＨ

９８
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得到的片段纯化后连接，转化大肠杆菌感受态，挑取

阳性单克隆，提取质粒命名为ｐＦＧＣｐＰＤＨ，进行

ＰＣＲ、酶切和测序鉴定。

２　结果与分析

２．１　甘蓝叶片总犚犖犃的提取

通过１．０％琼脂糖凝胶电泳检测提取的总

ＲＮＡ质量（图２），结果表明：２８、１８和５ＳｒＲＮＡ条

带均清晰完好，说明提取的总ＲＮＡ完整性良好，可

以作为下一步试验的材料。

图２　甘蓝叶片总犚犖犃琼脂糖凝胶电泳检测

Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＮＡｆｒｏｍ

ｔｈｅｆｒｅｓｈｌｅａｆｏｆｃａｂｂａｇｅ

２．２　目的基因的克隆

以总 ＲＮＡ 为模板，使用 Ｔａｋａｒａ公司的 Ｍ

ＭＬＶ反转录系统获得ｃＤＮＡ第一链。用甘蓝类植

物ａｃｔｉｎ蛋白基因作为对照设计引物进行ＰＣＲ扩

增，结果均呈阳性，证明ｃＤＮＡ是可用的。

通过ＰＣＲ扩增获得的中部基因片段长６２５ｂｐ，

将其与ＧｅｎＢａｎｋ中已登记的十字花科作物脯氨酸

脱氢酶基因序列进行 Ｂｌａｓｔ同源性比较（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ），结果表明：该片段与

拟南芥、甘蓝型油菜和芜菁等的犘狉狅犇犎 基因都有

很高的同源性，初步证实其为甘蓝犘狉狅犇犎 基因中

部的一段序列。３′ＲＡＣＥ进行了２轮ＰＣＲ扩增，得

到长度为１１３７ｂｐ的３′端序列的目的片段；５′端通

过２对同源引物扩增得到长度为６４５ｂｐ的５′端序

列片段。利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行拼接，获得总长

为１７１９ｂｐ的目的基因条带。

２．３　甘蓝犘狉狅犇犎基因的核酸序列与蛋白序列分析

对克隆得到的犘狉狅犇犎 基因ｃＤＮＡ核酸序列同

已报道的其他十字花科植物犘狉狅犇犎 基因进行比对

分析，发现其与青花菜犅狅犘狉狅犇犎 基因（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＧＵ５６８２４１．１）、芜 菁 Ｓ６５ＥＲＤ５ 基 因 （ＧｅｎＢａｎｋ：

ＥＵ１８６３３５．１）、甘 蓝 型 油 菜 犅狀犘狉狅犇犎 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ３７５５６７．１）、拟南芥 犃狋犈犚犇５ 基因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＭ１１３９８１．５）和基隆南芥犃狊犘狉狅犇犎

基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＨＭ０１３９４０．１）分别有９９％、９７％、

８９％、８６％和８７％的同源性。

使用ＤＮＡＭＡＮ分析所得核酸序列的开放阅

读框，发现其有一个长１４９７ｂｐ的完整的最大开放

阅读框，起始密码子为 ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ，

编码一条含４９８个氨基酸，分子量约５５．１９ｋｕ的甘

蓝脯氨酸脱氢酶蛋白。将所得氨基酸序列与已报道

的基 因 比 对，其 与 青 花 菜 犅狅犘狉狅犇犎 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＧＵ５６８２４１．１）、芜菁 犛６５犈犚犇５ 基因

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ１８６３３５．１）、甘蓝型油菜犅狀犘狉狅犇犎

基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ３７５５６７．１）、拟南芥犃狋犈犚犇５ 基

因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＭ１１３９８１．５）和基隆南芥犃狊犘狉狅犇犎

基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＨＭ０１３９４０．１）所对应的推导氨基

酸序列分别有９９％、９８％、９１％、８９％和９１％的

同源性，证明了克隆得到的序列为甘蓝犘狉狅犇犎 基

因序列。

将翻译得到的甘蓝脯氨酸脱氢酶氨基酸序列与

其他真核生物（包括动物、植物、真菌等）脯氨酸脱氢

酶氨基酸序列比对，发现序列的部分区域具有高度

保守序列，而这些保守区域在原核生物中也是相似

的（图３）。

２．４　中间载体狆犉犌犆犌犚犃和犚犖犃犻植物表达载体

狆犉犌犆犵犘犇犎的犘犆犚鉴定

　　以反向干扰片段的引物ＧＬＧＲＡ１和ＧＬＧＲＡ２

验证中间载体ｐＦＧＣＧＲＡ，扩增出５００ｂｐ左右的

条带如图４，证明反向干扰片段已成功连接上干扰

载体。ｐＦＧＣｇＰＤＨ上由于既有正向片段又有反向

片段，进行ＰＣＲ验证需重新设计引物。根据该载体

上正向片段上下游的序列设计出一对引物ＺＬＤＺ和

ＺＬＤＦ，进行ＰＣＲ验证，扩增得到８００ｂｐ左右的条

带，该条带包括５００ｂｐ左右正向干扰片段及其长约

３００ｂｐ左右的上下游部分序列，由此也初步证明正

向干扰片段已成功与干扰载体连接。ＺＬＤＺ：５′

ＡＴＧＡＡＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＣＧＧ３′， ＺＬＤＦ： ５′

ＴＡＧＧＣＧＴＣＴＣＧＣＡＴＡＴＣＴＣ３′。

０９
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浅色方框为真核生物脯氨酸脱氢酶氨基酸序列中高度保守的部分；深色方框为真核及原核生物都高度保守的部分。

图３　甘蓝犘狉狅犇犎基因犮犇犖犃编码区及其推导氨基酸序列分析

Ｆｉｇ．３　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣａｂｂａｇｅ犘狉狅犇犎

Ｍ为ｍａｒｋｅｒ；１为以ｐＦＧＣＧＲＡ为模板扩增出的反向片段；

２为以ｐＦＧＣｇＰＤＨ为模板扩增出的含正向片段及其

所在的干扰载体上下游的部分序列。

图４　狆犉犌犆犌犚犃和狆犉犌犆犵犘犇犎的犘犆犚验证

Ｆｉｇ．４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＦＧＣＧＲＡａｎｄｐＦＧＣｇＰＤＨ

２．５　中间载体狆犉犌犆犌犚犃和犚犖犃犻植物表达载体

狆犉犌犆犵犘犇犎的测序鉴定

将含有反向片段和载体ｐＦＧＣ１００８连接后的

质粒 ｐＦＧＣＧＲＡ 的 测 序 结 果 跟 设 计 的 甘 蓝

犘狉狅犇犎 基因干扰序列对比（图５）。正向片段和载

体ｐＦＧＣＧＲＡ 连接后的质粒ｐＦＧＣｇＰＤＨ 测序，

测序结果（图６）表明干扰序列的主体部分和甘蓝

犘狉狅犇犎 基因序列均具有很高的同源性，连接到干

扰载体上的正向和反向片段的４个酶切位点犃狊犮

Ⅰ、犛狑犪Ⅰ、犘犪犮Ⅰ和犛狆犲Ⅰ均保存完好，表明正、反

向片段已经成功地连接到干扰载体上。

２．６　狆犉犌犆犵犘犇犎载体酶切鉴定

根据构建的ｐＦＧＣｇＰＤＨ载体进行酶切位点分

析，发现载体序列中有２处均含有犅狊狊ＨⅡ酶切位

点，分别位于插入的反向干扰片段上游及正向干扰

片段下游。利用内切酶犅狊狊ＨⅡ对载体进行酶切，得

到了包含正反向干扰片段以及中间内含子的大小符

合预期的目的片段（图７），证明甘蓝犘狉狅犇犎 基因

ＲＮＡｉ植物表达载体ｐＦＧＣｇＰＤＨ构建成功。构建

好的干扰载体ＴＤＮＡ区如图８所示。

１９
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黑色代表同源性级别为１００％；方框所包含序列代表载体上所选用的酶切位点。

图５　质粒狆犉犌犆犌犚犃测序结果和甘蓝犘狉狅犇犎基因犮犇犖犃序列比对结果

Ｆｉｇ．５　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐＦＧＣＧＲＡａｎｄｃＤＮＡｏｆ犘狉狅犇犎

黑色代表同源性级别为１００％；方框所包含序列代表载体上所选用的酶切位点。

图６　质粒狆犉犌犆犵犘犇犎测序结果和甘蓝犘狉狅犇犎基因犮犇犖犃序列比对结果

Ｆｉｇ．６　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐＦＧＣｇＰＤＨａｎｄｃＤＮＡｏｆ犘狉狅犇犎
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３　讨　论

基因沉默（ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ）现象为研究植物基

因表达调控及鉴定基因功能提供了新的途径。

ＲＮＡ干扰自从发现以来，已经被广泛的应用于多种

植物基因功能研究试验中有效地阻断特异基因的表

达。构建番茄红素β环化酶基因（犔狔犮β）ＲＮＡｉ载

体并转化番茄，转化株中犔狔犮β的ｍＲＮＡ含量明显

降低，其转基因植株中番茄红素含量提高［１０］。利用

ＲＮＡｉ技术构建大豆类受体蛋白激酶基因（狉犾狆犽２）

双元表达载体并转基因，ＲＴＰＣＲ分析表明狉犾狆犽２

基因已被成功敲减，并发现敲减大豆叶片中狉犾狆犽２

基因表达，明显改善大豆叶片光合能力［１１］。

ＲＮＡｉ技术的关键在于选择目标基因构建高效

的ＲＮＡ干扰表达载体
［１２］。Ｗｅｓｌｅｙ等研究表明用

含有内含子的发夹ＲＮＡｉ（ＩｎｔｒｏｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＨａｉｒｐｉｎ

ＲＮＡ，ｉｈｐＲＮＡ）结构表达ｄｓＲＮＡ的植物中，９０％表

现出沉默效应，而用发夹ＲＮＡ（ＨａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｈｐ

ＲＮＡ）、正义和反义结构分别仅有５８％、１３％和

１２％的沉默效应
［１３］。本研究所用的干扰载体

ｐＦＧＣ１００８有一段ＧＵＳ基因序列作为内含子，该序

Ｍ为ＤＮＡＭａｋｅｒ；１为未酶切质粒；

２为犅狊狊ＨⅡ酶切得到的目的片段。

图７　载体质粒狆犉犌犆犵犘犇犎酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ．７　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｌａｓｍｉｄｐＦＧＣｇＰＤＨ

图８　狆犉犌犆犵犘犇犎载体真核表达框示意图

Ｆｉｇ．８　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｍａｐｏｆｐＦＧＣｇＰＤＨｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｆｒａｍｅｗｏｒｋ

列作为连接正反向片段的内含子序列已经被证明在

植物的ＲＮＡｉ中具有很高的干扰效率
［１４］。

脯氨酸脱氢酶是脯氨酸分解代谢的关键酶，

犘狉狅犇犎 基因编码脯氨酸脱氢酶，本研究首次克隆

了甘蓝的犘狉狅犇犎 基因ｃＤＮＡ全长１７１９ｂｐ，含有

一个开放阅读框（１４９７ｂｐ），编码４９８个氨基酸。

为进一步研究该基因的功能及作用方式，本研究选

取高度保守序列，成功构建了能转录为４７６ｂｐ的

ｄｓＲＮＡ的ＲＮＡ干扰载体ｐＦＧＣｇＰＤＨ。目前正在

进行对甘蓝的转化工作，以期得到耐干旱胁迫的甘

蓝种质新资源。
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·科研简讯·

益性行业（农业）科研专项“最佳养分管理技术研究与应用”通过验收

受农业部财务司和科技教育司委托，农业部科技发展中心组织有关专家，对公益性行业（农业）科研专项

“最佳养分管理技术研究与应用”进行验收。

该项目于２００８年启动，由我校主持，参加单位有中国农业科学院农业资源与农业区划研究所、吉林大

学、扬州大学、东北大学、湖南农业大学、河北农业大学、山东农业大学、河南农业大学、石河子大学、四川省农

科院土壤肥料研究所、河北省农林科学院、山东省农科院土壤肥料研究所、吉林省农科院农业环境与资源研

究中心、青岛农业大学、内蒙古农业大学、华南农业大学、云南农业大学、西南大学、河南省农科院土壤肥料研

究所、西北农林科技大学、山西省农科院土壤肥料研究所、甘肃省农科院土壤肥料研究所、中国热带农业科学

院、华中农业大学、中科院新疆生态与地理研究所和南京农业大学等２７个科研单位。

会上，该项目首席专家张福锁教授汇报了课题业务完成情况和财务执行情况，其他１２家代表性协作单

位专家汇报了子课题业务完成情况。经过３年的努力，项目取得一系列重大进展和标志性成果：多学科结合

突破了高产群体构建与高效养分根层调控相匹配的最佳养分管理等共性关键技术，针对区域限制因素，建立

了在现有基础上产量增长１０％～１５％、节肥２０％～３０％，氮肥生产效率提高２０％的区域技术体系；突破了

水肥难于协调的关键问题，因地制宜地发展了多种果树、蔬菜水肥一体化精量调控技术及其配套物化产品；

突破了技术科学性与区域可操作性的难题，建立了全国养分管理技术指标体系，实现了技术从田块到区域拓

展及应用的综合化和简化，为全国测土配方施肥提供技术支撑；建立了农田和区域宏观养分管理研究平台，

提出政策建议，为国家尺度养分分配、流动和管理提供技术支撑。项目以试验基地为核心，通过技术简化、物

化、机械化以及各种农民自发组织进行大面积示范推广。３年累计示范推广２２０．２７万ｈｍ２，增产粮食、蔬

菜、水果共计１９２万ｔ，增加农民收入３９．７亿元，实现作物高产、资源高效和环境友好等目标，具有广阔的应

用前景。

项目研究专家对项目予以高度评价，一致认为该项目目标明确，研究内容饱满、内容设置科学，组织管理

规范，已按照考核指标要求全面完成了任务书规定的项目计划目标和任务，对行业发展和学科发展有很大的

促进作用。

（摘自中国农大校园网）
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